

























































































































abi‐1  abelson interactor 1  C. elegans génnév 








awd  abnormal wing discs  Drosophila génnév 
BLAST  Basic Local Alignment Tool
cdh‐  cadherin  C. elegans génnév 
ced‐    cell death abnormality  C. elegans génnév 













dyn‐1  dynamin‐1  C. elegans génnév 
ECM    extracellular matrix  extracelluláris mátrix 
EGF(R)  endothelial growth factor (receptor)
egl‐  egg‐laying defective  C.  elegans génnév  és  fenotípus;  az 
ilyen  fenotípusú  állatok  a  petéket 
nem  tudják  kitojni,  azok  kikelnek  a 




ER    endoplasmic reticulum Endoplazmás retikulum 
ERK  extracellular signal‐regulated kinase 











HER2/ERBB2   human  epidermal  growth  factor  receptor  2/v‐


















let‐  lethal C. elegans génnév 
lf  loss of function  funkcióvesztéses 
lim‐7  LIM domain family  C. elegans génnév 































Pn.px    a  vulvát  (is)  kialakító  blasztsejtek 
jelölése  (n:  1‐8,  n  után  lévő  betű: 












































  Az  nm23  (non‐metastatic  clone  23)  vagy  más  néven  Nme  (expressed  in  non‐
metastatic  cell)  család  ősi génje a  törzsfejlődés  korai  szakaszában  kialakult, és  szerepének 
fontosságát támasztja alá, hogy az élőlények mindhárom doménjében (Eubacteria, Archaea, 
Eucarya)  képviselteti magát.  A  legtöbb  paralógot  a  humán  genom  tartalmazza,  jelenlegi 
ismereteink  alapján  tíz  tagú  a  géncsalád  (Bilitou  és mtsai.,  2009).  Két  csoportja  közül  az 
elsőbe tartozók  (nm23‐H1‐H4) kivétel nélkül nukleozid‐difoszfát kinázokat  (NDPK) kódolnak 
(Desvignes  és  mtsai.,  2009).  A  második  csoport  (nm23‐H5‐H10)  tagjai  sokkal  jobban 
különböznek  egymástól,  mint  az  elsőbe  tartozók.  Doménjeik  tekintetében  is  nagyfokú 
különbözőséget  mutatnak,  az  NM23‐H6  kivételével  egyikük  sem  rendelkezik  kináz 
aktivitással.  A  leginkább  tanulmányozott,  első  csoportba  tartozó  NDPK  enzimek  ATP 
felhasználásával,  egy  erősen  konzervált  foszfo‐hisztidin  (H118)  intermedieren  keresztül 
közvetítenek egy foszfát csoportot különböző dinukleotidok irányába (Steeg és mtsai., 2003), 
de  emellett  fehérjéket  is  képesek  foszforilálni  (Hartsough  és  mtsai.,  2002).  Az  elsőként 
azonosított metasztázis  inhibitor  (Steeg  és mtsai.,  1988),  az NM23‐H1  is  a NDPK‐ok  közé 
tartozik. Emlősökben  jelenlegi  ismereteink szerint az NM23 fehérjecsalád az egyetlen, mely 
hisztidin‐kináz aktivitással rendelkezik (Hippe és mtsai., 2009; Wagner és mtsai., 1995). 
  A  NDPK‐ok  funkciója  szerteágazó  (Boissan  és  mtsai.,  2009),  ami  magyarázatul 
szolgálhat a különböző fajokban megfigyelt pleiotróp hatásokra. Egyaránt kimutatták már a 
család  génjeinek  szerepét  –  több  különböző  funkciója  mellett  –  sejtmigrációban, 
növekedésben (Lee és mtsai., 2009) és differenciációban is (Mochizuki és mtsai., 2009). Ezek 
az eredmények magyarázatul szolgálhatnak arra, hogy miért hozzák újra és újra kapcsolatba 
az  NM23‐H1  fehérjét  a  metasztázis  gátlással,  holott  a  mai  napig  nem  értjük  pontosan, 
hogyan  fejti ki ezt a hatását  (Boissan és  Lacombe, 2011). Ahhoz, hogy  tisztábban  lássuk a 
folyamatokat,  amelyek  a  metasztázis  szuppresszióhoz  vezet(het)nek,  egy  modellállatban 
tanulmányoztuk  az  NM23‐H1  ortológját.  A  redundáns  funkciók  esetünkben 
elhanyagolhatóak  például  az  egérben  tapasztaltakhoz  képest,  ugyanis  a  Caenorhabditis 
elegans nematóda genomja mindössze egy, első csoportba sorolható nm23 ortológot kódol, 
az NDK‐1  (nucleoside  diphosphate  kinase‐1)  fehérjét  (Bilitou  és mtsai.,  2009; Masoudi  és 
mtsai., 2013). 
  A  C.  elegans  nm23  csoportban  végzett  kutatómunkám  során  annak  a  vizsgálatába 
kapcsolódtam be, hogy az ndk‐1 gén milyen hatást gyakorol az egyedfejlődés meghatározó 
lépéseire.  Dolgozatomban  részletesen  az  EGFR/Ras/MAPK  jelátviteli  útvonalban,  a 






































































































































































































































































































sejt  és  az  extracelluláris  mátrix  közötti  kölcsönhatás  eredménye,  a  migráló  sejtek 








II.2. DAGANATSEJTEK  ÉS  PROLIFERÁCIÓ,  A  RAS/MAPK  ÚTVONAL  SZEREPE  A 
TUMORIGENEZISBEN 
A  daganatsejteket  legfőképpen  rendellenes  szabályozottságuk  különbözteti  meg 
normális  megfelelőjüktől.  Általában  a  rákos  sejtek  birtokában  vannak  a  túléléshez, 
proliferációhoz,  differenciációhoz,  sejthalálhoz  és  egyéb  –  sejtspecifikus  –  funkciókhoz 
szükséges  teljes  molekuláris  készletnek.  Amennyiben  ezen  funkciók  megfelelő  irányítása 
zavart szenved, az megváltozott fenotípushoz és végső soron rák kialakulásához vezet(het). 
Neoplázia  vagy  daganat  képződéséhez  a  sejt  négy  funkciójának  kell  sérülnie.  A  normális 
sejtekhez képest a rákos sejteknek megváltozik a proliferációs képessége (azaz a sejtosztódás 
általi  sejtszám  növekedés);  a  daganatsejtekben  a  differenciálódási  program  torzulása  is 
megfigyelhető  (vagy megreked  egy  bizonyos  állapotban  a  sejt  vagy  abnormális  sejttípus 
alakul  ki);  a  neopláziás  sejtek  genomja  instabillá  válik;  és  a  programozott  sejthalált  is  ki 
tudják kerülni a transzformálódott sejtek (Andreeff és mtsai., 2003). 
A  tumorigenezishez  nem  elégséges,  de  mindenképpen  elengedhetetlen  a 
sejtproliferáció megváltozása (Andreeff és mtsai., 2003). A sejtek proliferációját növekedési 
faktorok  szabályozzák. Annak érdekében, hogy a  sejt ne  tudja  saját magát  folyamatosan – 
autonóm‐autokrin  úton  –  proliferációs  állapotban  tartani,  általánosságban  igaz,  hogy  egy 
adott  típusú növekedési  faktor esetén egy  sejt vagy csak magát a növekedési  faktort vagy 
csak  a  receptorát  expresszálja.  Amennyiben  mutációk  következtében  egy  sejt  egyszerre 
termel  bizonyos  növekedési  faktor(oka)t  és  az(ok)  recepetora(i)t,  az  állandó  proliferáció 
valószínűsíti a malignus transzformációt (Nagy és mtsai., 2011).  
A rák kialakulásához két fő csoportba tartozó géneknek kell mutációt szenvedniük. A 
proto‐onkogének egészséges  sejtben a  sejtnövekedés és proliferáció pozitív  szabályzásáért 
‐ 10 ‐ 
 
felelősek.  Funkciónyeréses  mutációjuk  következtében  onkogénekké  vál(hat)nak,  így 
konstitutív  proliferáción  keresztül  tumor  kialakulását okoz(hat)ják. A  tumorszuppresszorok 
negatívan  szabályozzák  ugyanezen  folyamatokat,  azaz  a  sejtnövekedést  és  a  proliferációt. 
Esetükben funkcióvesztéses mutáció vezethet rákos elváltozás(ok)hoz (Nagy és mtsai., 2011). 
A mitogén  aktiválta  fehérje  kináz  (mitogen‐activated  protein  kinase, MAPK)  több 
jelátviteli útvonalban  is  fontos szerepet  tölt be, melyek közül a Ras‐Raf‐Mek‐extracelluláris 





el:  Neuroblastoma‐Ras.  A  három  humán  Ras  gén  négy  nagyon  hasonló  –  188  ill.  189 
aminosav  hosszúságú  –  fehérjét  kódol:  H‐RAS,  N‐RAS,  K‐RAS4A  és  K‐RAS4B.  Ezek  a 
heterotrimer  G  fehérjék  α  alegységéhez  hasonló  felépítésű  (Santarpia  és  mtsai.,  2012) 
GTPázok  és  a  proto‐onkogének  csoportjába  tartoznak.  Központi  jelátviteli  szerepüknek 
köszönhetően  a  sejtnövekedésen  és  proliferáción  túl  még  sok  más  sejtaktivitást  is 
szabályoznak, magában  foglalva az apoptózist, migrációt, differenciációt és a citoszkeleton 
dinamikáját  is  (Takashima  és  Faller,  2013).  A  GTPázok  kétállású  molekuláris  kapcsolók, 
bekapcsolt  állapotukban  GTP‐t  kötnek,  kikapcsoltban  pedig  GDP‐t.  Külső  jel  hatására  egy 
nukleotidcserélő  segédfehérje  (guanine  nucleotide  exchange  factor:  GEF)  a  GDP 
leválasztásával  és  egy  új  GTP  molekula  feltöltésével  aktiválja  a  GTPázt.  A  GTP‐kötött 
molekulák megváltozott felületükkel képesek a jelátviteli láncban őket követő célfehérjékhez 
kapcsolódni  és  azokat  aktiválni.  A  GTP  hidrolízisét  GDP‐re  úgynevezett  GAP‐ok  (GTPase 
activating protein), a GTP‐bontást serkentő segédfehérjék gyorsítják (3. ábra). Ugyan a RAS‐
nak van saját GTPáz aktivitása, azonban önmagában nem elég hatékony, szüksége van GAP‐






















































































































































































































































































































































































































































































































Húsznál  is  több validált metasztázis  szuppresszort  tart  számon az  irodalom, melyek 
különböző  biokémiai  tulajdonságokkal  rendelkeznek  és  sokfajta  jelátviteli  útvonalban 
töltenek be szerepet. Az NM23‐H1 például hisztidin‐kináz aktivitással rendelkezik és nagyon 
sokféle  fehérjéhez  tud  kötődni,  például  az  Epstein  Barr  vírusfehérjékhez  vagy  a 




MSG  gyakorol módosító  hatást  a  különböző  jelátviteli  folyamatokra,  pl.  az MKK4  kettős 
szereppel bír a JNK és a p38 MAP kináz útvonalak aktiválásában, míg az MKK7 csak a JNK‐t 
foszforilálja,  az  MKK6  pedig  csak  a  p38‐at  aktiválja;  az  SSeCKS  scaffoldként/állványként 
szolgál a protein kináz C és A  számára; a RhoGDI2 a Rho GTPázon keresztül  szabályozza a 







  E géncsalád nevét az elsőként  leírt humán metasztázis  inhibitorról, az nm23 génről 





  Az  nm23  géncsalád  tagjai  nukleozid‐difoszfát  kinázokat  (NDPK)  kódolnak,  és  ez  az 
elsődleges enzimaktivitása az NM23 fehérjéknek, minden más később alakult ki az evolúció 
során  (Bilitou  és  mtsai.,  2009).  Korábban  olyan  háztartási  géneknek  tekintették  őket, 
amelyekről ATP‐től eltérő nukleozid‐trifoszfátok  szintéziséért  felelős enzimek  íródnak át. A 
legújabb adatok szerint azonban az nm23 család funkciója sokrétű, tagjai szerepet játszanak 






Zhang  és mtsai.,  2011),  DNáz  aktivitásukkal  részt  vesznek  a  kaszpáz‐független  apoptózis 
folyamatában  (Fan  és  mtsai.,  2003),  továbbá  szerepet  játszanak  a  transzkripcionális 
szabályzásban  is  (Postel  és mtsai.,  1996;  Thakur  és mtsai.,  2009;    Kar  és mtsai.,  2012). 
Összességében  elmondhatjuk,  hogy  esszenciális  szereppel  bírnak,  kifejeződésük 
megváltozása  (túl‐  és  alulműködésük  egyaránt) megzavarja  a  növekedés  és  differenciáció 
rendes menetét (Nallamothu és mtsai., 2009).  
  Lényegében minden élőlényben megtalálhatóak nm23 homológ  gének,  az egyetlen 
kivétel a Mycoplasma  taxon. Az NM23 család  tagjait két csoportba  sorolhatjuk a genetikai 
felépítésük és a  foszfotranszferáz aktivitásuk alapján  (Bilitou és mtsai., 2009; Desvignes és 
mtsai.,  2009).  Ez  a  két  csoport  egy  ősi  NDPK  gén  duplikációjából  eredeztethető,  ami 
feltehetően  a metazoa  radiáció  előtt  vagy  környékén  történt  (Desvignes  és mtsai.,  2009). 
Tekintettel az egész családra jellemző nagyfokú konzerváltságra, ez a csoportosítás az összes 
gerincesre érvényes.  
  Az  I.  csoport  tagjai  és  az  összes  NM23‐H6  ortológ  erős  konzerváltságot  mutat  a 
konszenzus aktív centrum (NXXHG/ASD), illetve a Pro96, a His118 és a Ser120 (az NM23‐H1 
alapján)  tekintetében  (Bilitou  és  mtsai.,  2009).  A  His118  a  katalitikus  aktivitáshoz 
nélkülözhetetlen aminosav, foszforilációja elengedhetetlen a katalitikus reakcióhoz. A Ser120 
a multimer összeállásához  szükséges  (Mocan és mtsai.,   2007) és neuroblasztómában ez a 
pozíció mutálódik:  S120G  (Chang  és mtsai.,  1994),  illetve  AMPK‐NDPK  szabályozási  pont 
(Onyenwoke és mtsai., 2012).  
  A Pro96Ser mutációt Drosophilában azonosították (a muslica homológban ez a Pro97 
pozíciónak  felel  meg,  a  Pro97Ser  tartalmazó  allélt  neomorf  allélnek  tekintik).  Erről  a 
mutációról  azt  feltételezik,  hogy    flexibilis,  ugyanakkor  instabil  fehérjét  eredményez, 
megváltoztatja a negyedleges szerkezetet (Lascu és mtsai., 1992; Timmons és mtsai., 1995). 
  Az  NM23  fehérjék  oligemereket  képeznek,  azonban  hogy  pontosan  hány  tagból 
állóakat,  az  nem  egységes  az  élővilágban.  Dictyosteliumban,  Drosophilaban  és  a 




  Az  nm23  gén(eke)t  az  élőlények mindhárom  doménjében  (Eubacteria,  Archaea,  és 
Eucarya) megtalálhatjuk (Bilitou és mtsai., 2009; 6. ábra). Az egysejtűek általában egy NM23 
homológot kódolnak, például az Escherichia  coli baktérium  is. Az E.  coli endk génjéről egy 
‐ 16 ‐ 
 
NDP:NTP  foszfotranszferáz  szintetizálódik,  ami  fontos  szerepet  játszik  a  sejt  NTP 
koncentrációjának  finom  hangolásában  (Hama  és mtsai.,  1991).  A  gén  inaktivációja  nem 
letális,  hanem  csakúgy, mint  a  Saccharomyces  cerevisiae  élesztőben, mutator  fenotípust 
indukál (Boissan és Lacombe, 2011). 
  A  többsejtűek  esetében  már  több  különböző  paralógot  is  találhatunk,  pl.  a 
Dictyostelium  discoideum  nyálkagombában  három  nm23  ortológot  is  leírtak  (Bilitou  és 
mtsai.,  2009), melyek  közül  az  ndkC  és  ndkM  géneket  tanulmányozták  jobban  (Wallet  és 
mtsai.,  1990). Az  ndkC  egy  citoplazmához,  az  ndkM  egy mitokondriumhoz  kötött  enzimet 
kódol (Troll és mtsai., 1993). A gerincesek esetében még több tagot találhatunk, az emlősök 
genomja  pedig  már  8‐10  nm23  gént  kódol,  melyek  közül  az  NM23‐9  és  NM23‐10  a 
legújabban felfedezettek (Bilitou és mtsai., 2009). 
  A  II. csoport filogenetikai fájának elemzése egyértelmű bizonyítékkal szolgál a széles 
körben  jellemző  enzimvesztésre  különböző  taxonokban,  elsősorban  a  fonálférgek  és  a 































































































































































  Az awd/nm23  több  sejttípus  (trachea és border/határ  sejtek) vándorlását  is gátolja 
Drosophilában, azáltal, hogy alapvető szerepet játszik a folyamatot irányító receptorok (FGFR 
és  PDGFR/VDGFR,  ld.  később)  (Dammai  és  mtsai.,  2003;  Nallamothu  és  mtsai.,  2008) 
endocitózisában, ezáltal szabályozza a sejtfelszíni receptorok  mennyiségét. 
  Az  awd  funkcióvesztéses mutációi  az  FGFR  (fibroblast  growth  factor)  közvetítette 
útvonal  hiperaktivációja  következtében  a  trachea  sejtek  irányvesztett  és  fokozott 
vándorlásához  vezetnek  (Dammai és mtsai.,  2003). Az awd  egy  Shibire/Dynamin GTPáztól 
függő  útvonalon  keresztül  befolyásolja  az  FGF  receptor  endocitózisát,  talán  úgy,  hogy  az 
NM23/Awd mintegy GTP ellátóként működik a Dynamin  felé  (Nallamothu és mtsai., 2009). 
(A  legtöbb GTPázzal ellentétben, a Dynamin GTP  töltöttségét úgy  tűnik, hogy elsődlegesen 
nem  GEF‐ek  szabályozzák,  hanem  az  a  szubsztrát  helyi  koncentrációjától  függ.  Ez 
magyarázatul  szolgálhat  arra, hogy  aktivitása miért  függ  a NDPK‐tól. A Dynamin  szokatlan 
érzékenysége a GTP sejtszintű koncentráció csökkenésére is könnyen értelmezhető. Ebben a 
modellben  az  NDPK  szolgáltatja  –  közvetett  vagy  közvetlen  úton  –  a  Dynamin  számára 
szükséges GTP‐t, hogy Dynamin:GTP keletkezhessen.) Habár az érintett Drosophila fehérjék – 
a Shibire és az Awd – között fizikai interakciót nem sikerült igazolni, egy in vitro pulldown és 




epiteliális  eredetű  follikuláris  border  sejt  kiválik  az  epitéliumból,  majd  klaszterként  a 
petekamra anterior pólusa felől a dajkasejtek között az oocita anterior pólusa felé vándorol, 
hogy  ott  részt  vegyen  a  mikropíle  kialakításában.  A  border  sejtek  migrációjának 





AWD  fehérje  a  sejtmigráció  negatív  regulátora,  amely  a  PDGF  és  JAK/STAT  útvonalak 
receptorainak  (Pvr  és  Domeless)  csökkent  sejtfelszíni  expresszióját  segíti  a  receptor 
internalizáció  folyamatát befolyásolva a Shi/dynamin  fehérjével együttműködve. A migráló 
border sejtekben az AWD nem fejeződik ki, lehetővé téve a normális sejtvándorlást. Az AWD 




az  epiteliális  integritás  fenntartásáért  (Woolworth  és  mtsai.,  2009).  AWD  (aktivitás) 
hiányában  az  adherens  kapcsolódás  komponenseinek  (pl.:  E‐cadherin,  β‐katenin  és  α‐
spectrin)  szétterjedését  figyelték meg,  ami  végső  soron  az  epiteliális  szerkezet  szétesését 
eredményezte. Az awd overexpressziója szintén megzavarja a hámszövet felépítését, de más 
módon. Azok az epitél sejtek, melyekben az awd kifejeződése fokozott, elvesztik felületükről 
az  adherens  kapcsolódás  alkotóelemeit  és  morfológiai  változáson  mennek  keresztül:  a 
hámsejtekre jellemző sokszög(ű) helyett orsó‐szerű alakot vesznek fel. Ez az alaktani változás 
az  epiteliális‐mezenchimális  átalakulás  (epithelial‐to‐mesenchymal  transition,  EMT)  fő 
ismertetőjegye,  jelezve,  hogy  az  AWD  túlzott  expressziója    onkogén  hatású  a  follikuláris 
sejtekben.  Ezek  az  adatok  azt  mutatják,  hogy  az  AWD  az  endocitózishoz  kapcsolható 
szerepén  keresztül  részt  vesz  az  adherens  kapcsolódási  komponensek  turnoverének 
szabályzásában. 
  Egy  friss  közleményben  kimutatták,  hogy  az AWD  a Notch  jelátviteli  útvonalban  is 
közreműködik  (Ignesti  és  mtsai.,  2014).  Ma  már  tudjuk,  hogy  az  endocitózis  és  az 
endoszómális trafficking is szükségesek a Notch szignalizáció megfelelő lefolyásához. A Notch 
szerepére  fény derült  az  intracelluláris  trafficking  folyamatában  is  a Drosophila  follikuláris 
sejtjeiben  és  az  imaginális  diszkuszokban.  Mozaikos  állatokban  –  amelyekben  csak  a 
follikuláris  sejtek  és  szárny  diszkusz  sejtek  voltak  homozigóta  awd mutánsok  –  Ignesti  és 
kollégái azt találták, hogy a Notch  jelátvitel zavart szenvedett. A szerzők azt  figyelték meg, 
hogy az awd hiánya módosítja a Notch receptor feldolgozását a korai endoszómákban (az S2 
hasítás  után;  Notch  akkumulációhoz  vezetve)  és  ez  a  jelátvitel  akadályoztatását  okozza. 
Azonosították azt az endocitotikus lépést is, melyhez az AWD szükséges: a korai endoszóma 
érésében van kulcsszerepe, a Rab5 funkció befolyásolásával (Woolworth és mtsai., 2009). 
  Összességében  az  AWD  a  sejtkapcsoló  struktúrák  alkotóelemeinek,  valamint  a 
sejtfelszíni  receptoroknak a  turnoverét  is szabályozza az endocitózisban betöltött szerepén 
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keresztül.  Az  NM23  homológ  AWD  tumorszuppresszor  hatása  két  mechanizmussal  is 
magyarázható:  1.  az  AWD  gátolja  a  sejtmigrációt  a  sejtfelszíni  receptorok  szintjének 
szabályozásán  keresztül,  2.  az  AWD  működése  szükséges  a  hámsejtek  sejtkapcsoló 




  Zebrahalban  az nm23‐B‐t,  az nm23‐H2 homológját  jellemezték először  (Lee és  Lee, 
1999),  szerepét később NDPK B néven a heterotrimer G‐ és a caveolin  fehérjék kapcsán a 
plazmamamebrán speciális betűrődéseinek kialakításában írták le (Hippe és mtsai., 2011). A 
plazmamembrán  betűrődések  (caveolae)  arra  szolgálnak,  hogy  egy  jól  elkülönített  térben 
összeszervezzenek különféle jelátviteli folyamatokat, többek között a G‐fehérjékhez kapcsolt 
receptoroktól függőeket. Az NDPK B komplexet alakít ki a Gβγ dimerekkel és aktiválja a Gαs 
fehérjéket.  Összességében  az  NDPK  B,  a  heterotrimer  G  fehérjék  és  a  caveolin  fehérjék 
együttesen  és  kölcsönösen  szükségesek  ahhoz,  hogy  stabil  kapcsolatot  kialakítva  a 
plazmamembránnal  létrejöhessenek  a  plazmamembrán  betűrődések,  így  biztosítják  a 










  A  Xenopus  laevis  dél‐afrikai  karmosbéka  áltetraploid  faj,  így  minden  hexamert 
felépítő  NM23 monomert  két  gén  kódol, melyek  aminosav  szekvenciája  nagyon  hasonló 
(Outas és mtsai., 1997). 
  Mélyrehatóbban az NM23‐X4 szerepét tanulmányozták ebben a modellállatban. Fény 
derült  arra,  hogy  az  NM23‐X4  a  retinaképzés  szabályzásában  vesz  részt,  a  p27Xic1  ciklin 








  Az  NM23‐H4  homológhoz  hasonlóan,  az  NM23‐H3  Xenopus  megfelelőjének  is  az 






mutatnak.  Hasonló  a  felépítésük,  a  szöveti  kifejeződésük  és  a  róluk  képződő  fehérjék 
elsődleges  szerkezete  is. A  humán NM23‐H1  és NM23‐H2  94%  illetve  98%‐ban  azonos  az 
egér  megfelelőjükkel.  Habár  mindketten  a  17‐es  kromoszómán,  tandem  elrendezésben 
találhatóak,  expressziójuk  szabályzása  egymástól  független.  Az  NM23‐M1  és  NM23‐M2 
homo‐ vagy heterohexamereket képezve válnak aktívvá, és összességében a két enzim a sejt 
NDPK aktivitásának 80%‐áért felel (Boissan és Lacombe, 2011). 
  Egyelőre még  csak  az  nm23‐m1,  nm23‐m2  és  nm23‐m7  génekre  létezik  knock‐out 
egér,  illetve  van  egy  kettős  knock‐out  is,  az  nm23‐m1–/–  ‐  nm23‐m2–/–  (Boissan  és 
Lacombe, 2011), egyéb technikák segítségével azonban több nm23 ortológ tanulmányozása 
is folyik egérben. Legtöbbet mégis az nm23‐m1 és nm23‐m2 génekről tudunk.  
  Azok  az  állatok,  melyekben  nem  képződik  NM23‐M1  vagy  NM23‐M2,  eljutnak 
felnőttkorig különösebb egészségügyi problémák nélkül, habár az NM23‐M1–/– egereknek 
némileg  jelentősebb  a  növekedésbeli  visszamaradottságuk. Ugyanis  az NM23‐M1  nőstény 
egereknek  nem  fejlődnek  ki  rendesen  az  emlőmirigyeik  (az  utolsó  érési  lépés  során  a 
tejcsatorna  nem  csatlakozik  a mellbimbóba  és  így  nem  átjárható  a  vezeték),  emiatt  nem 
képesek táplálni az utódaikat (Deplagne és mtsai., 2011). A kettős knock‐out (NM23‐M1–/– ‐ 










  Az  nm23‐m2  knock‐out  egerekben mutatták  ki  a  gén  T‐sejt  aktivációban  betöltött 
szerepét  a  KCa3.1  K+‐csatornán  keresztül  (Di  és mtsai.,  2010).  Ezek  az  egerek  ugyan  nem 









  Jelenleg  tíz humán  izoformát  ismerünk  (NM23‐H1‐H10), melyeket  szekvenciájuk  és 
foszfotranszferáz  aktivitásuk  alapján  két  csoportba  sorolunk  (6.  ábra).  Az  I.  csoportba 
tartozók  (NM23‐H1‐H4)  megőrizték  NDPK  aktivitásukat  és  jóval  konzerváltabb 
szekvenciájúak, mint a II. csoport tagjai (NM23‐H5‐H10). A II. csoport képviselői diverzebbek 
doménjeiket  illetően  és  nem  rendelkeznek  NDPK  aktivitással,  egyetlen  tag  kivételével 
(NM23‐H6; Boissan és mtsai., 2009). Úgy tűnik, hogy a két  legújabb tag – az NM23‐H9 és a 
H10/RP2  –  is  a  II.  csoportba  sorolható  a  filogenetikai  fa  és  a motívum‐jóslások  alapján 
(Bilitou és mtsai., 2009). 
  Az  I‐es  csoportba  tartoznak  a  legjobban  jellemzett  NM23‐H1  és  H2  izoformák  is, 
melyek homo‐ és heterohexamer komplexeket alkotnak. Az NM23‐H1  fehérje a kitüntetett 
figyelmet metasztázis  szuppresszor aktivitásának  is köszönheti, mely  sokak által  intenzíven 
vizsgált  tulajdonsága.  Overexpressziója  sokféle  metasztatikus  sejtvonalban  (melanoma, 
emlő‐, vastagbél‐, májdaganat és  szájüregi  laphámrák) csökkent  sejtmotilitással  járt együtt 
(összefoglalva:  Marino  és  mtsai.,  2011).  Más  sejtvonalakban  vagy  daganatos  klinikai 









ER  membránjában  fordul  elő.  A  H4‐nek  mitokondriális  szignál  peptidje  van,  és  ennek 
megfelelően ott  is helyezkedik el. (Habár a Xenopus H4 ortológ, az NM23‐X4 retina sejtsors 
meghatározásához  szükséges  glia‐specifikus  aktivitás  nem  igényli  a  mitokondriális 





nek a  spermaképzés  során van  fontos  szerepe, de ezen  felül kifejeződik még az agyban, a 
mellékpajzsmirigyben, a herében és a petefészekben. A H6 a H1‐hez és H2‐höz hasonlóan 
szinte  minden  szövetben  megtalálható,  de  a  legjellemzőbb  a  vázizomzatban,  vesében, 
prosztatában, petefészekben,  vékonybélben és a  lépben. A H7‐et és  a H8‐at  a herében, a 
májban,  az  agyban,  a  petefészekben,  a  vékonybélben  és  a  lépben mutatták  ki  (Bilitou  és 
mtsai., 2009). 
 
II.5. AZ  EXTRACELLULÁRIS  MATRIX,  AZ  INTEGRINEK  SZEREPE  AZ  ÁTTÉTKÉPZÉSBEN  ÉS  AZ 
INTEGRIN JELÁTVITEL 
II.5.1. Az extracelluláris mátrix 
  A  szöveteket,  az  őket  felépítő  sejteken  kívül,  az  extracelluláris mátrix  (ECM)  vagy 
sejtközötti állomány alkotja. Az extracelluláris teret kitöltő makromolekulák hálózata főként 
fehérjékből  és  poliszacharidokból  áll,  amit  a  sejtek  lokálisan  választanak  ki.  A  sejtek 
felszínével szoros kapcsolatban maradnak az ECM alkotói; így e sejtek részt vesznek a mátrix 
szervezésében is: a citoszkeleton elrendeződése meghatározza a mátrix orientációját. 
  A  különböző  makromolekulák  aránya  és  elrendeződése  a  szövet  funkciójához 
adaptálódott. Az ECM‐nak korábban mindössze váz funkciót tulajdonítottak, csakhogy ennél 





  Az  integrinek  a  legtöbb  sejt  felszínén  kifejeződő  transzmembrán  glikoprotein 










az  áttétképződés  folyamatában‐,  azaz  szerepük  csak  a  környezet  felismerésében, ezáltal  a 
megtelepedésben  van.  Az  integrinek  azonban  a metasztatikus  kaszkád minden  lépésében 
jelen  vannak.  Az  adhéziós  molekulák  egyaránt  szerepet  játszanak  a  sejtek  elsődleges 
tumorból való  leválásában, a vándorlásban, a távoli szövetben való megtelepedésben és az 
angiogenezisben  is.  Az  áttétképződés  minden  lépése  megkívánja  az  adhéziós  struktúrák 
folyamatos  kialakulását  és  lebontását,  így  a  tumorfejlődés  során  a  sejttípusra  jellemző 
integrinprofil  jelentősen  átalakul:  megváltozik  az  integrinek  expressziója,  intracelluláris 




  Az  integrin  jelátvitel  kétirányú  folyamat,  azaz  nemcsak  extracelluláris  ligandkötés 




  A  ligandum kötése az  integrin receptorhoz  jelátviteli folyamatot  indít el a sejtben. A 
ligandumkötés a fokális adhéziós korong kialakulásával jár. E speciális jelátviteli komplexben 
koncentrálódnak  az  integrinek,  ligandjaik,  az  integrinek  citoplazmatikus  doménjéhez 
kapcsolódó  citoszkeletális  elemek,  valamint  a  jelátvitelben  részt  vevő  fehérjék  is.  E 
dinamikusan  felépülő  és  lebomló  jelátviteli  komplexek  főként  az  aktin  filamentumokon 
keresztül  határozzák meg  a  sejt  alakját  és  vándorlását,  ezen  kívül  felületet  biztosítanak  a 
jelátviteli molekulák találkozásához.  
  Az  integrinek  –  az  integrin‐ECM  kapcsolódás  révén,  a  fokális  adhézióban  résztvevő 






  Indukáló  jel  hiányában  az  integrinek  inaktív  konformációban  vannak  jelen  a  sejtek 
felszínén. Azonban különböző  jelátviteli kaszkádok eredményeként meghatározott  fehérjék 
kapcsolódnak  az  integrinek  citoplazmatikus doménjéhez  (intracelluláris  szignál),  ami  végső 
soron  –  a  heterodimer  konformáció  átalakulásán  –  az  integrinek  aktiválódásához  vezet 
(Harburger és mtsai., 2009; Legate és mtsai., 2009). Az aktiválódás eredményeképpen pedig 
megváltozik  az  ECM‐ligandok  és  az  integrinek  közötti  affinitás  is.  Az  inside‐out  jelátvitel 




  Az  nm23  szerteágazó  szerepei  között  ismertek  a  –  némileg  ellentmondó  – 
sejtmigrációra gyakorolt hatásai  is. Több olyan  tanulmány  is  született, mely arra világít  rá, 
hogy az NM23 fehérjék kapcsolódnak az integrin jelátvitelhez. Humán COS (CV‐1 (simian) in 
Origin,  and  carrying  the  SV40  genetic  material)  sejtek  esetében  kimutatták,  hogy  a 
citoplazmában  elhelyezkedő  ICAP‐1α  (integrincytoplasmic  domain‐associated  protein  1α) 
specifikus kapcsolatban áll az  integrin β1‐alegységgel és  in vitro  igazolták, hogy közvetlenül 
kapcsolódik az NM23‐H2  fehérjével. Szerepükben közös, hogy mindkét  fehérje részt vesz a 
fokális  adhéziós  helyek  kialakításában.  Az  NM23‐H1  és  H2  fehérjék  pedig  egyéb 
komponensekhez  kapcsolódva  (GTPázok,  GEF:  Tiam)  befolyásolják  az  aktin  citoszkeleton 




















































































































































































































































Szomatikus  sejtjeinek  leszármazása  (cell  lineage)  invariáns.  A  C.  elegans  korai 
embrionális  blasztsejtjei  a  magasabb  rendűekkel  ellentétben  nem  totipontensek,  így 
elpusztításuk esetén más sejtek nem képesek átvenni szerepüket (Sulston és Horvitz, 1977). 








Fire és Craig C. Mello kapott orvosi Nobel díjat az RNS  interferencia  felfedezésért  (Fire és 




rendeződik.  Génjeinek  harminc  százaléka  szignifikáns  szekvencia  hasonlóságot  mutat  az 
emberi  génekkel  (Riddle  és  mtsai.,  1997).  Genomjának  különlegessége  a  kompakt 
szerveződés  (húszszor  tömörebb  az  emberi  genomnál  az  egy  génre  jutó  bázisszámot 
tekintve)  és  az  operonos  szerkezet  (ez  utóbbi  eukarióták  körében  csak  a  fonalférgekre 
jellemző; Blumenthal és mtsai., 2002).  
Kémiai  mutagének  vagy  transzpozonok  (mobilis  genetikai  elemek)  segítségével 
hatékonyan  indukálható mutáció az állatokban, továbbá a C. elegans rendszer másik fontos 
előnye  genetikai  szempontból, hogy más  szervezetekhez  képest  könnyen  (pl. ún. etetéses 
módszerrel)  lehet  RNS  interferenciával  géneket  csendesíteni  bennük  (Ohkumo  és mtsai., 
2008).  
A  törzsek  fenntartását  egyszerűsíti és  a háttérmutációk  felhalmozódását  csökkenti, 
hogy  az  állatokat  ‐80°C‐on  vagy  folyékony  nitrogénben  lefagyasztva  hosszú  ideig  lehet 
tárolni. 
Mára  már  több  adatbázis  és  honlap  is  megkönnyíti  a  tájékozódást  a  C.  elegans 
rendszerében.  Az  egyik  első  integrált  adatbázis,  a  Wormbase  (wormbase.org)  több 
fonálféreg  átfogó  adatbázisa.  A  C.  elegans  anatómiájának  megismerését  a  Wormatlas 
‐ 29 ‐ 
 





  A  sejtmigráció  rendellenes  szabályzása  és  a  citoszkeleton  átrendeződésének 
megváltozása  alapvető  tulajdonságai  egy  metasztatizáló  sejtnek.  Ahhoz,  hogy  jobban 
megértsük  az  áttétképzés  fontos  részét  képező  migrációs  fázis  hátterében  húzódó 
folyamatokat,  modellorganizmusokban  tudjuk  tanulmányozni  és  befolyásolni  az 
egyedfejlődés  során  irányítottan  vándorló  sejtek  viselkedését.  A  sejtmigráció molekuláris 
mechanizmusai evolúciósan konzervált folyamatok, melyekben részt vesznek  integrineket  is 




A  C.  elegans  számos  olyan  sejttel  rendelkezik  (9.  ábra), melyek  az  egyedfejlődés 
rövidebb‐hosszabb  szakaszában  vándorolnak:  Q  neuroblasztok,  szex  izomsejtek  (sex 
myoblasts, SM), P  sejtek és a gonád disztális  csúcsi  sejtjei  (distal  tip  cells, DTCs; Shakir és 










A  hermafrodita  állatok  szex  izomsejtjei  az  uterus  és  a  vulva  izomzatának  közös 
prekurzorai,  melyek  az  L1‐es  lárvastádiumban  alakulnak  ki  az  állat  poszterior  testtáján. 
Vándorlásuk során anterior irányban jutnak el a test középső részéig (9. ábra A). 
A Q sejtek (QR, QL) leszármazottai mechanoszenzoros neuronokként funkcionálnak. A 
QR  és  QL  neuroblasztok  L1  lárva  stádiumban  a  poszterior  testtájon  lokalizálódó  Q  sejt 
osztódásának eredményeként  jönnek  létre, és eredetileg egymással szemben helyezkednek 
el.  A  további  lárvaállapotok  során  a  QR  sejt  és  leszármazottai  anterior  irányba,  a  QL  és 
leszármazottai pedig poszterior irányba vándorolnak (9. ábra B). 




  A C. elegans hermafrodita gonád  (posztembrionális)  kialakulása betekintést nyújt a 
sejtmigráció  tér‐ és  időbeli  szabályzásába, hiszen  a disztális  csúcsi  sejtek  (Lehmann, 2001; 
Montell, 1999; Blelloch és mtsai., 1999) vezetik és alakítják ki a felnőtt egyedre  jellemző U‐












































































































































































































































































































































































  Mivel  C.  elegansban  mindössze  két  α  és  egy  β  integrin  génjét  találhatjuk  meg 






szerepük  vizsgálata  az  embrióletalitás miatt  csak  (részleges)  funkciócsökkenéshez  vezető 
allélokkal lehetséges. 
  Az  ina‐1  aktivitása  számos  sejttípus  vándorlásához  szükséges,  beleértve  az 
idegsejteket, a primitív immunrendszer előfutárainak tekinthető coelomasejtek prekurzorait 
és  a  gonádfejlődésben  résztvevő  disztális  csúcsi  sejteket  is.  Az  INA‐1  és  PAT‐3 
koimmunoprecipitációja megerősítette, hogy ez a két fehérje valóban egy heterodimerként 
irányítja a sejtmigrációt és a szövetmorfogenezist (www.wormbase.org). 





az  axonok  irányításában  (axon  guidance)  és  az  ovulációban.  A  PAT‐3  kifejeződik  a 
testfalizomzatban,  a  végbélösszehúzó  izomban,  a  bél‐  ,  a  vulva‐  és  a  uterus  izomzatában, 
illetve a szomatikus gonádban (www.wormbase.org), és annak részeként a DTC‐kben is (Lee 
és mtsai., 2001). 
  A  vab‐3  egy  –  az  állatvilágban  erősen  konzervált  –  homeodomént  tartalmazó 
transzkripciós faktort kódol, ami a humán Pax‐6 (Paired box gene 6) C. elegans ortológja. A 
Pax6 számos adhéziós molekula kifejeződésére van hatással, többek között az 5 integrinére 
is  (Cox  és  mtsai.,  2004).  A  fonálféregben  a  vab‐3  szabályozza  mindkét  α‐integrin 









ced‐10/Rac,  ced‐12/ELMO,  mig‐2/RhoG,  unc‐73/Trio  (uncoordinated)  gének  alkotják. 
Bármelyik  génben  is  következik  be  funkcióvesztéses mutáció,  a  DTC‐k  túlzott migrációját 
okozza.  Továbbá mindegyik  gén  a  csúcsi  sejtek  vándorlásának dorzális  szakaszában  játszik 
szerepet (Lehmann, 2001). 
  Egy viszonylag  friss kutatás eredményeképpen  fény derült két újabb génre, melyek 
külön útvonalként kapcsolhatóak a fent részletezett jelátvitelhez. Ez a paralel útvonal az abl‐
1(abelson murine  leukemia  viral  oncogene  homolog  1)/Abl  és  az  abi‐1(Abl  interactor)/ABI  





Az  apoptózis  szerepe  a  többsejtű  szervezetek  egyedfejlődése  során  a  feleslegessé 
váló  sejtek  eltávolítása,  a  szervezet  állandó  sejtszámának  fenntartása,  valamint  az 
immunrendszer  fő  eszköze  a  külső  vagy  fertőzött  sejtek  eliminálására.  Az  apoptózis 
folyamatában a pusztuló sejt először  fokozatosan elválik a környező sejtektől, megszűnik a 
kapcsolata az extracelluláris mátrixszal, majd lekerekedik. A sejtmembránon kitüremkedések 
jelennek meg  (blebbing),  a  sejtmaganyag  először  kondenzálódik, majd  fragmentálódik. Az 
endoplazmás retikulum (ER) szerkezete fellazul, a  leszakadó riboszómák aggregálódnak és a 
citoplazmában  vakuólumok  jelennek  meg.  Az  apoptózis  utolsó  lépéseként  az  elpusztult 
sejtek maradványait más sejtek fagocitózissal bekebelezik és lebontják (Ellis és mtsai., 1991). 
Ezt  C.  elegansban  a  szomatikus  sejtek  esetében  –  specializált  fagociták  hiányában  –  a 
környező  sejtek  végzik.  A  fonálféreg  egyedfejlődése  során  131  testi  sejt  pusztul  el 
apoptózissal és legtöbbjük (109) az embriogenezis középső szakaszában (Yu és mtsai., 2006). 
Az embriogenezis során az apoptotikus sejtek testvérsejtjei, míg a posztembrionális fejlődés 
során  a  hámsejtek  kebelezik  be  az  elhalt  sejteket  (Hedgecock  és mtsai.,  1983;  Sulston  és 
Horvitz,  1977).  Az  oogenezis  részeként  az  összes  csírapetesejt  csaknem  fele  átesik 
apoptózison  (Gumienny és mtsai., 1999), de ezeket érdekes módon  kizárólagosan  az  őket 
körülölelő gonádhüvely sejtek fagocitálják (Gartner és mtsai., 2008). 
  Amikor  egy  sejtben  lejátszódik  a  programozott  sejthalál,  a  sejt  felszínén  olyan 
szignálok  jelennek  meg,  amelyeket  a  szomszédos  sejtek  felismernek,  és  ezek  hatására 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































epidermisz  és  az  uterus  között.  A  vulva  indukciójának  kezdetén  (16.  ábra),  az  AC  által 
kibocsátott  LIN‐3/EGF  jel  hatására  a  LET‐23/RTK  receptorokon  keresztül  aktiválódik  a 
konzervált RTK/Ras  jelátviteli útvonal  a  szomszédos P5.p – P7.p VPC‐kben. Ez  az aktiváció 
végső  soron  a P6.p  sejtekben és  azok  leszármazottaiban  (P6.px, P6.pxx)  a magas Ras/ERK 
szint  következtében  az 1°  sejtsors  aktiválódásához  vezet  (Sternberg  és Han,  1998). A már 





VPC‐k  pontos  sejtsors  mintázatát.  Alapvetően  ellentétes  hatásúak,  de  mindkét  szignál 









































A  rákos  sejtek  proliferációjában,  illetve metasztatikus  potenciáljuk  csökkentésében 





Az  NM23  metasztázis  inhibitor  hatása  mögött  rejlő  pontos  mechanizmusok  nem 
ismertek.  Bár  többféle  folyamatban,  jelátviteli  útvonalban  tulajdonítanak  neki  szerepet, 
számos  kölcsönható  fehérje  partnerét  határozták  meg,  ezek  közül  kevés  nyert  in  vivo 
modellben is megerősítést.  
Humán  sejtvonalakon végzett kutatások azt mutatták, hogy az NM23‐H1 és a KSR1 
(kinase suppressor of Ras) állványfehérje között  fizikai  interakció van  (Hartsough és mtsai., 
2002;  Salerno és mtsai., 2005). Továbbá, hogy az NM23‐H1  foszforilálja   a KSR1‐et, ami a 







A  doktori  munkám  célja  az  volt,  hogy  az  ndk‐1  gén  fejlődésbiológiai  szerepének 
vizsgálata által jobban megérthessük az NM23 rákos sejtek proliferációjára és metasztatikus 
potenciáljának  csökkentésére  gyakorolt  hatását.  Ezért  két  –  egyelőre  különállónak  tűnő  – 








  A C. elegans  törzseket  laboratóriumi körülmények között 15°C és 25°C között, Petri 
csészékbe öntött NGM  (Nematoda Growth Medium)  táptalajon növesztett Escherichia  coli 
OP50 baktériumpázsiton  (röviden NGM  lemezen)  tartjuk. Az állatokat egyesével platina  tű 






 NaCl      3 g 
 agar      17 g 
 pepton     2,5 g 
 koleszterol     1 ml 
(5 mg/ml EtOH‐ban)   
 ddH2O       975 ml 
Autoklávozás után, a 60°C‐ra hűlt médiumhoz sterilen még a következőket kell hozzáadni: 
 CaCl2   1M    1 ml 




 NaCl      3 g 
 agar      17 g 
 pepton      2,5 g 
 koleszterol    1 ml  
(5mg/ml EtOH‐ban) 
 ddH2O    975 ml 
Autoklávozás után a 60°C‐ra hűlt médiumhoz sterilen a következőket adtuk még hozzá: 
 CaCl2   1 M    1 ml 
 MgSO4   1 M    1 ml 
 KH2PO3   1 M pH 6  25 ml 
 ampicillin  100 mg/ml  0,5 ml 
 tetraciklin  100 mg/ml  0,5 ml 

























































































  Genetikai  keresztezéshez  először  hím  egyedeket  (X0)  kell  gyűjteni:  vagy  a  vad 
populációkban  spontán  X  kromoszóma  szegregációs  hibával  keletkező,  kb.  0,2%‐ban 
előfordulókat  kereshetjük  vagy  egy  „sűrített”,  vad  hímeket  kb.  50%‐ban  tartalmazó 
(folyamatosan  fenntartott  és/vagy  fagyasztott)  törzsből  gyűjthetjük  őket.  Általánosságban 
10‐20 hím egyedet pároztatunk 5‐10 hermafroditával (XX). Az utódok 50%‐a hím lesz, mivel a 
hímek  ivarsejtjeinek  csak  fele  fog  X  kromoszómát  tartalmazni,  és  a  hímektől  származó 











  Deléciós  és  pontmutánsok  genotipizálása  is  single  worm  PCR‐rel  történhet.  A 




hogy  elegendő  petét  (20‐100)  rakjon, majd  single worm  lízis  pufferben  emésztjük.  Az  így 









500‐1000  bázispár  hosszúságú  –  más  C.  elegans  gének  szekvenciáival  homológiát  nem 
mutató  –  szakaszt  reverz  transzkiptáz  segítségével  cDNS‐sé  írunk  át,  majd  PCR  reakció 
segítségével megsokszorozzuk. A kapott cDNS‐t egy RNSi  („feeding”) vektorba  (L4440 vagy 
más  néven  pPD129.36  –  A.  Fire,  Standford  Egyetem)  klónozzuk,  majd  a  vektorral 
transzformáljuk a HT115 E. coli törzset. A HT115 baktérium törzs RNáz  III enzim hiányában 
nem  képes  lebontani  a  dsRNS‐eket,  azonban  genomjában megtalálható  egy  lac  promóter 
által szabályozott T7 RNS polimeráz. Az L4440 vektorban a klónozó hely mindkét oldalán – 
ellentétes orientációban – találhatók T7 promóterek. Tehát az átírás során a két T7 promóter 
közé  klónozott  cDNS‐ről  két darab, egymással  komplementer RNS  szál  keletkezik, dsRNS‐t 
alkotva.  Mindezek  lehetővé  teszik,  hogy  IPTG  (izopropil‐β‐D‐tiogalaktozid)  hozzáadásával 
indukálható  a  kettős  szálú RNS‐ek  termelése. Az  L4440  vektor Ampr,  a HT115  törzs pedig 
Tetrr rezisztencia gént tartalmaz, megkönnyítve a szelekciót. 
  Transzformálás  után  a  baktériumokat  LB  médiumban  OD600=0,4‐0,6‐ig  növesztjük 
37°C‐on (14‐16 óra), majd induktív és szelektív (IPTG‐t, ampicillint és tetraciklint tartalmazó) 
RNSi  lemezekre cseppentve szobahőmérsékleten egy napig növesztetjük (Kamath és mtsai., 
2001;  Timmons  és  mtsai.,  2001).  A  baktérium  elfogyasztását  követően  a  C.  elegans 
‐ 46 ‐ 
 
tápcsatornájából  a  dsRNS  felszívódik  a  bélhámsejtekbe,  majd  sejtről‐sejtre  szétterjed  a 
szervezetben.  Így  váltja  ki  lényegében minden  sejtben  a  homológ  szakaszokat  tartalmazó 
endogén  mRNS(‐ek)  degradációját,  illetve  transzlációjuk  gátlását;  végeredményben  tehát 
csendesíti a megfelelő endogén gén(eke)t. 
  A  vizsgálathoz  3‐10  darab  (a  vizsgált  törzs  fenotípusától  és  az  állatok  túlélési 









 Élesztőkivonat    5 g 
 Tripton      10 g 
 NaCl      10 g 
 ddH2O      1 l 
 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































  A  pulldown  kísérlethez  szükséges  MBP::KSR‐2::His6  transzgént  is  cDNS‐ből  kiindulva 

















desztillált  vízben,  M9‐ben  vagy  1  mM  ‐  0,5  M‐os  levamizol  (mozgásképtelenné  teszi  a 
fonálférgeket) oldatban. 
IV.6.1.a. Vulvaszám meghatározás, vulvaindukció vizsgálata  
  A  kifejlett  állatok  multivulva  fenotípusának  jellemzése  sztereomikroszkóp  és 
fénymikroszkóp  segítségével  történt.  Sztereomikroszkóppal  a  különböző  genetikai  hátterű 
állatokban megszámoltam a vulvák,  illetve a (vulva prekurzor sejtek aberráns osztódásának és 
differenciálódásának  következményeként  létrejövő)  vulva‐eredetű  képződmények  számát.  A 
vulva  fenotípusok  statisztikus  analízisét  és  összehasonlítását  (Χ2  próba)  a  VassarStats 
(http://vassarstats.net/tab2x2.html) weboldalon végeztem. 
  Az episztázis  során nyert  adatok megerősítésének  céljából elvégeztük az  indukált VPC 
szám meghatározást  is Nomarski  optika  segítségével  L3  stádiumban: meghatároztuk,  hogy  a 








































































































































































































































gonád  csúcsi  része) nem érte el a  vulvát,  túlmigrálónak osztályoztuk akkor, hogyha  túlhaladt 
azon.  Az  „extra  kanyar”  kategóriába  soroltuk  azokat  a  hermafroditákat, melyek  gonádjában 
több, mint  egy  teljes  kanyart  figyeltünk meg.  Az  „egyéb”  kategóriába  osztályoztunk minden 
olyan vad típustól eltérő gonádot, amelyik egyik fent említett típusnak sem felelt meg (pl.: rossz 
irányultság, a kanyar hiánya, extra gonádkar, furcsa kanyarok és bejárt út). Az ndk‐1 gént RNSi‐
val  csendesített  mutánsok  esetén  olyan  steril  felnőtt  egyedeket  tanulmányoztunk,  melyek 
kitüremkedő vulvával rendelkeztek (ld. Előzmények V.3. fejezet, 22. ábra). A statisztikai analízis 
kivitelezéséhez a DTC migrációs fenotípusokat három csoportba osztottuk: alulmigráció, vulváig 
tartó migráció és  túlmigráció  (ide soroltuk a vulván  túlmenő és az extra kanyarral rendelkező 























szelekciós markert  tartalmazó  (mozgó) és a negatív szelekciós markereket elvesztett  (vörösen 
nem világító) állatokra kell szelektálni. 
  A PCFJ151 MosSCI vektorba klónozott ndk‐1::gfp  transzgén  injektálását és  szelekcióját 

























inkubáltuk  20  percig,  és  a  háromszor mosott, majd  eluált  fehérje mintákat Western  blottal 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Az  előzményekben  (V.3.)  említett  Ndk‐1  fenotípusokról  (22.  ábra  és  2.  táblázat: 
embrióletalitás,  sterilitás, Pvl) korábban RNSi‐val meggyőzödtünk, hogy valóban az ndk‐1 gén 
hiányának  köszönhetőek.  Azonban  az  RNS  interferenciás  adatokon  túlmenően  a 
legmeggyőzőbben  úgy  tudtuk  bizonyítani,  hogy  a megfigyelt  fenotípusok  valóban  az  ok314 
deléció következményei, ha a vad típusú ndk‐1 kópiájával komplementálni tudjuk ezeket. 
Az „Anyagok és módszerek” fejezetben részletezett (IV.5.1.) MosSCI módszerrel képesek 
voltunk  egy  kópiában  integrálni  az  ndk‐1::gfp  transzgént  a  C.  elegans  genomjába.  Ennek 
eredményeként a transzgén expresszálódott a csíravonalban  is, és menekítette a fent említett 
fenotípusokat. Az embrióletalitás 2,2%‐ra csökkent 12,3%‐ról, míg a sterilitás 5,2%‐ra 100%‐ról, 
a  Pvl  pedig  teljesen  eltűnt  (n=344).  Ez  a  komplementáció  (mutáns  menekítés)  az  RNSi 




A  RTK/Ras/MAPK  jelátviteli  útvonalak  számos  fejlődésbiológiai  folyamat 
szabályozásában  (Sundaram,  2013;  ld.  15.  ábra)  bírnak meghatározó  szereppel  a  C.  elegans 
egyedfejlődése során. A kis GTPáz Ras aktivációjához vezető szignalizáció kezdetén a  ligandum 
kötődése a receptor dimerizációját és autofoszforilációját váltja ki. A  jel továbbítása  folyamán 
az  aktivált  Ras  a MAPK  kaszkád  első  tagját,  a  Raf‐ot  (MAPKKK)  aktiválja.  A  Raf‐tól  további 
foszforilációs  lépéseken  át  (MEK/MAPKK)  a  jel  eljut  a  MAPK/ERK  fehérjéig,  amely  aktivált 




A  Ras/MAPK  útvonal  konstitutív  aktivációja  a  P3.p,  P4.p  és  P8.p  sejtek  ektopikus 
indukciójához  vezet,  ami multivulva  (Muv)  fenotípust  alakít  ki.  Ezzel  ellentétben,  Ras  szignál 



































































































































































































































































































































































p  és  a  zmp
A fehér nyila
pressziója  le














































































1(‐) mutánsok  9%‐ában  nem  volt  a  vulD  sejtekben  cdh‐3::gfp  expresszió  (azaz  a mutánsok 
vulvájából 9%‐ban hiányoztak a vulD sejtek), míg a vulC sejtek az esetek 36%‐ában hiányoztak 
(n=98). A mutánsok 36%‐ában nem expresszált a cdh‐3::gfp a vulE sejtekben, míg a vulF sejtek 
18%‐a  nem  mutatott  GFP  jelet,  tehát  az  ndk‐1(ok314)  állatokban  nemcsak  2o,  hanem  1o 




közeli  rokonságban.  A  zmp‐1::gfp  a  vulA,  vulD  és  vulE  sejtekben  fejeződik  ki.  A  dhs‐31 
(dehydrogenases,  short  chain,  korábbi  szekvencia  nevén  T04B2.6)  az  alkohol/szteroid 
dehidrogenázokhoz hasonló fehérjét kódol. A ZMP‐1::GFP expressziós mintázata alapján (n=19) 
az  ndk‐1 mutánsok  37%‐ában  hiányzik  vulA  sejt. A DHS‐31::YFP  expresszióját  a  vulB  és  vulD 
sejtekben  lehet megfigyelni,  ami  alapján  ndk‐1(‐) mutáns  háttérben  a  hermafroditák  (n=27) 
22%‐ában nem volt vulB sejt.  
Elképzelhetőnek tartottuk –  főleg a vulvafejlődés késői szakaszában –, hogy a sejttípus 
specifikus  génexpresszió  hiánya  talán  annak  a  közvetett  következménye,  hogy  nem  zajlik  le 
megfelelő  számú  sejtciklus.  Ennek  tisztázása  érdekében  megszámoltuk  az  ndk‐1(ok314) 
mutánsok  vulváját  alkotó  sejteket,  és  átlagosan  20±1  sejtet  (n=98)  találtunk  (a  vad  típusban 
megfigyelhető  22‐höz  képest).  Ennek  alapján  arra  jutottunk,  hogy  a  csökkent  sejtciklus 
progresszió  szerepet  játszhat  a  sejttípus  specifikus  génexpresszió  redukálódásában,  de  nem 
lehet  kizárólagos  oka.  A  vulvafejlődést  szabályozó  EGFR/Ras/MAPK  jelátvitel  downstream 
célgénje az EGL‐17/FGF (Cui és Han, 2003). A P6.p leszármazottakban az EGF‐17::GFP jelenléte 
Ras‐függő  vulvasejtsors  markerként  is  szolgálhat  (Burdine  és  mtsai.,  1997).  A  P6.p  első 
osztódásából  P6.pa  és  P6.pp  (a:  anterior,  p:  posterior)  lesz,  majd  a  következő  osztódásuk 
eredményezik a P6.paa és P6.pap illetve P6.ppa és P6.ppp sejteket. Ez a négy utódsejt (P6.pxx) 
az L3 lárvastádium végén alakul ki és expresszálja az egl‐17::gfp markert. Ezért késői L3 fázisban 














































































































































































































































jelátvitel  erősségének  változását  in  vivo  ebben  az  érzékenyített  háttérben,  különböző  kettős 
mutánsokat  vizsgáltunk. Genetikai episztázis  analízist  végeztünk,  kombinálva  az ndk‐1(ok314) 
mutációt a Ras/MAPK jelátviteli útvonal különböző pontjait érintő mutációkkal. 
Először az EGF  receptort érintő  let‐23(n1045) hipomorf mutációt  kereszteztük az ndk‐
1(ok314)  mutánsokkal.  15°C‐on  a  let‐23(n1045)  egyszeres  mutáns  hermafroditák  96%‐ának 
nincsen  vulvája  (azaz  Vul  fenotípusúak),  míg  az  ndk‐1(ok314)  egyszeres  mutánsok  Pvl 
fenotípusúak.  Az  ndk‐1(ok314);let‐23(n1045)  kettős mutánsok  100%‐ban  Vul  fenotípusúak  (a 
bennük indukálódott VPC‐k száma 0.09, n=11), ami megerősíti feltételezésünket, hogy csökkent 
MAPK  szint  jellemzi  az  ndk‐1(‐) mutánsokat.  Továbbá,  az  ndk‐1(–);let‐23(–)  kettős mutánsok 
43%‐a  (n=35) megrekedt  valamelyik  lárvastádiumban  (L1‐L3).  Érdekes módon  azonban  egyik 








n % Muv  n  p‐érték 
vad típus  3.0 sok 0 sok   
ndk‐1(ok314)  2.9 52 0 100   
let‐23(sa62)  4.8 17 96 54   
let‐23(sa62);ndk‐1(ok314)  3.6 15 61.9 42  <0.0001 
let‐60(n1700)  4.3 20 92 103   
let‐60(n1700);ndk‐1(ok314)  3.3 42 23 65  <0.0001 
*lin‐45(gf)  4.3 15 94 33   
*lin‐45(gf);ndk‐1(ok314)  3.6 17 42 33  <0.0001 
**hs::mpk‐1;hs::mek  3.5 18 32.4 74   
**hs::mpk‐1;hs::mek;ndk‐1(ok314) 3.5 37 36 36  0.6985 
lin‐1(e1275)  5.8 22 93 40   
lin‐1(e1275);ndk‐1(ok314)  5.8 20 88 45  0.8231 
lin‐31(n1053)  5.1 18 77.5 49   
lin‐31(n1053);ndk‐1(ok314)  5.0 16 79.5 44  0.3741 
3. táblázat. Az episztázis analízisünk alapján az downstream ndk‐1 hat a lin‐45/Raf‐tól és upstream a 
mpk‐1/MAPK‐tól a Ras/MAPK kaszkádban. Az elemzésünk alapjául az L3 lárvastádiumban indukálódott 
VPC‐k  száma  és  a  felnőttekben  kialakult  vulvák  száma  (Muv  fenotípus)  szolgált. A Muv  és  nem‐Muv 
felnőttek statisztikai összehasonlítása  χ2‐próbával  történt. Az egyszeres és a nekik megfelelő kétszeres 
mutánsok  p‐értékeit  VassarStats  (http://vassarstats.net/tab2x2.html)  program  segítségével  számoltuk 
ki.  n:  vizsgált  állatok  száma;  *  gf  a  funkciónyeréses  (gain  of  function) mutációt  eredményező  kuIs57 










let‐60  génektől  downstream  fejti  ki  az  ndk‐1.  Azért,  hogy  még  pontosabban  meg  tudjuk 
határozni  az  NDK‐1  helyét  a  Ras/MAP  kináz  jelátivteli  útvonalban,  a  lin‐45/Raf  génnel  is 
teszteltük  episztatikus  kölcsönhatását.  A  lin‐45  overexpressziója  (a  kuIs57  transzgénnek 
köszönhetően)  szintén  Muv  fenotípust  okoz  (Yoder  és  mtsai.,  2004).  Ezt  a  fenotípust  is 
szignifikánsan csökkentette az ndk‐1(‐) mutáció, azt mutatva, hogy az NDK‐1 a LIN‐45/Raf‐tól is 
downstream  hat  a  vulvaindukciós  útvonalban  (3.  táblázat).  Azonban  a mek‐2/MEK  és mpk‐
1/MAPK gének túlzott kifejeződése folytán kialakult Muv fenotípust már nem szuppresszálta az 




is, mind  az  egyszeres, mind  a  kétszeres mutánsokban  (3.  táblázat).  Összességében  ezek  az 
eredmények  azt mutatják, hogy  az NDK‐1  a Ras/MPK‐1  szignalizáció  teljes  aktivációjához, de 
nem a kialakulásához szükséges.  
  A  fent  ismertetett  episztázis  analízis  a  lin‐1/lin‐31  célgénjének,  az  egl‐17/FGF  (Cui  és 
Han, 2003) csökkent expressziójával együtt azt jelzi, hogy a Ras/MAPK szignalizáció mérsékelt az 
ndk‐1(ok314) mutánsokban  (28. B és 29. ábra). Azért, hogy megerősítsük ezt a  feltevésünket, 
difoszforilált  MAPK‐ra  specifikus  antitesttel  direkt  mértük  meg  az  aktivált  (treoninon  és 
tirozinon  is) difoszforilált MAPK szintet. C. elegansban a MPK‐1/MAPK‐nak két  izoformája van 
(Ohmachi és mtsai., 2002): a nagyobb csíravonal‐specifikus és a kisebb szomatikus izoforma (30. 
ábra).  Az  ndk‐1(ok314)  mutánsokból  a  csíravonal‐specifikus  izoforma  teljesen  hiányzik, 
összhangban  a  homozigóta  deléciós  állatok  sterilitásával.  Habár  C.  elegansban  az  ivarsejtek 
fejlődéséhez  a  MAPK  először  a  pachiténen  való  áthaladáshoz  szükséges,  és  a  DAPI  festés 
alapján az ndk‐1(‐) állatok már a mitotikus fázisban megrekednek (ld. Előzmények, V.5. fejezet, 
24. ábra), ez az eredmény mégis alátámasztja, hogy a gonád  fejlődése nem érhet el addig a 






















































































































































































































































mint  az  ndk‐1(ok314)  egyszeres mutánsok.  Érdekes módon  azonban,  a  ksr‐1 mutánsok  33%‐
ában jelenlévő Egl fenotípus (egg‐laying defective: a petéket nem tudja kitojni, azok kikelnek a 
hermafroditákban,  majd  a  lárvák  a  hermafrodita  szöveteivel  táplálkoznak,  végül  kirágják 
magukat  –  összességében  alacsonyabb  utódszámot  is  eredményez)  77%‐ra  nőtt  az  ndk‐
1(ok314)/+ heterozigóta; ksr‐1(n2526) törzsben (n= 125, 4. táblázat). A ksr‐1(n2526) egyszeres 
mutánsok Egl fenotípusának hátterében az ún. szex izomsejtek (SM) vándorlásának problémája 
áll,  ami  szintén  Ras/MAPK‐függő  folyamat  (Sundaram  és mstai.,  1996).  A  ksr‐1  gén  n2526 
mutációja azonban úgy tűnik, a vulvafejlődésre nincs hatással. Az ndk‐1(ok314)/+; ksr‐1(n2526) 
törzsben  megfigyelt  megemelkedett  Egl  fenotípus  tehát  valószínűleg  a  megnövekedett  SM 
migrációs  zavaroknak  vagy  a  vulva  morfogenezisében  bekövetkezett  problémáknak 
tulajdonítható.  Azért,  hogy  ezt  a  kérdést  eldöntsük,  megvizsgáltuk  az  ndk‐1(ok314)/+;  ksr‐
1(n2526) hermafroditák F1 utódnemzedékének vulvamorfológiáját. Az  L3‐L4  stádiumú állatok 
60%‐ának (n=20) rendellenes felépítésű volt a vulvája. Mivel ezen állatok közül megközelítőleg 
mindössze  25%  volt  homozigóta  az  ndk‐1(ok314)  mutációra,  az,  hogy  az  abnormális 
vulvamorfológia  ilyen magas penetranciával  jelent meg  a  vizsgált mutánsokban,  azt mutatja, 
hogy  az  ndk‐1(ok314)/+;  ksr‐1(n2526)  hermafroditák  vulvafejlődése  rendellenes 
(megjegyzendő, hogy a ksr‐1(n2526) mutánsok vulvája L4 stádiumban vad típusú „karácsonyfa‐
szerkezetet”  mutat).  Hogy  jobban  megértsük  az  ndk‐1(ok314)/+;  ksr‐1(n2526)  nematódák 
vulvafejlődését, megszámoltuk bennük az  indukálódott VPC‐ket  (az átlaguk 2,83‐nak adódott, 
n=12),  és  azt  találtuk,  hogy  hasonlóak  az  ndk‐1(‐)  egyszeres mutánsokhoz.  Ezek  alapján  úgy 
tűnik, a megemelkedett Egl fenotípus talán a hibás vulvafejlődés és az abnormális SM migráció 
együttes  következménye.  Mindettől  függetlenül,  a  genetikai  interakció  egyértelműen 
kimutatható volt az ndk‐1 és ksr‐1 gének között. 
A következő lépésben arra voltunk kiváncsiak, vajon van‐e genetikai interkció az ndk‐1 – 
ksr‐2  gének  között  is.  Tekintettel  arra,  hogy mindkét  gén  az  I.  kromoszómán  található,  ndk‐







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































s  után  a  vá


















































































































vad  típusú állatokéhoz képest, ami DTC migrációs  zavarokra utal. 318 Pvl,  steril hermafrodita 
gonádjának  elemzése  (35.  ábra A)  rávilágított  arra,  hogy  az  ndk‐1(‐) mutánsok  többségében 
(60,3%) a DTC‐k  jó  irányba  vándorolnak, és megfelelően  kanyarodnak, de megállnak, mielőtt 
visszaérnének  a  vulvához.  Az  esetek  14,5%‐ában  a  DTC‐k  megközelítőleg  visszatérnek  a 
vulvához, de a ventrális  (és nem a dorzális) oldalon. A gonádkarok 7,2%‐ánál tapasztaltuk azt, 
hogy a DTC‐k a ventrális oldalon kezdenek el vándorolni, de még a kanyar előtt átmennek a 
dorzális  oldalra. Megfigyeltünk másféle  rendellenes  útvonalakat  is  (rossz  irányultság,  furcsa 
vagy  hiányzó  kanyarok),  de  kisebb  penetranciával.  Összességében  csak  a  gonádok  4,7%‐a 
mutatott  vad  típusú  DTC migrációt.  Ezek  alapján  arra  a  következtetésre  jutottunk,  hogy  az 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































usát  és  a  le
sa az ndk‐1(


































































































































































nem  egyszerű  kvantifikálni,  így  ezt  a  feltételezésünket  nem  tudtuk  bizonyítani  statisztikai 
analízissel  (5.  táblázat).  A  két  párhuzamos  útvonal  és  az  ndk‐1  episztatikus  viszonya  csak  a 
sejtmigrációs  fenotípusok  alapján  éppen  ezért  nem  következtethető  ki  egyértelműen.  Azért, 
hogy  az NDK‐1  hatásának  helyzetét  pontosabban meghatározzuk,  szerepét megvizsgáltuk  az 
apoptózis folyamatában. Ebben a folyamatban a sejthalállal kapcsolatos zavarok következtében 
kialakult  fenotípus  (cell  death  abnormality,  Ced)  –  vagyis  az  apoptotikus  testek  száma  – 
könnyen és egyértelműen mérhető.  
Korábban  csoportunk  kimutatta  (ld.  Előzmények  V.6.  fejezete),  hogy  az  ndk‐1(RNSi) 
állatok csíravonalában felhalmozódnak az apoptotikus testek. A sejtmigráció és az apoptotikus 
engulfment  analógiája miatt  feltételezzük, hogy  az NDK‐1  az  apoptózis engulfment  fázisában 
hathat. 
 






(sheath)  sejtek  takarítják  el  (Gumienny  és mtsai.,  1999; Gartner  és mtsai.,  2008),  és  a  TTV3 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Munkámban  az  ndk‐1,  nm‐23‐H1/H2  C.  elegans  ortológ  egyedfejlődésben  betöltött 
szerepét  vizsgáltam.  A  C.  elegans  ndk‐1(‐)  mutánsok  legszembetűnőbb  fenotípusai  a 
kitüremkedő  vulvájuk  és  a  rövidebb,  érett  ivarsejteket  nem  tartalmazó  gonádjuk.  Ezeket  a 




befolyásolja  a  különböző  vulvasejtsorsok  kialakításáért  felelős  gének  kifejeződését. 
Feltételeztük  továbbá,  hogy  az  ndk‐1 módosítja  a  Ras/MAPK  jelátvitelt.  Kezdetben  a  vulva 
kialakításához  szükséges,  L3  stádiumban  bekapcsoló,  induktív  Ras  szignálra  fókuszáltunk 
(Sternberg,  2005).  Az  ndk‐1  és  a  Ras  útvonal  mutánsaival  végzett  episztázis  analízisünk 
eredményei alapján kimutattuk, hogy az ndk‐1 a lin‐45/Raf‐től downstream, míg a mek‐2/MEK 
és  mpk‐1/MAPK  génektől  upstream  hat  a  vulva  formálódásában.  Az  NDK‐1  hiánya  több 
funciónyeréses  (gain  of  function,  gf)  mutáns,  a  let‐23(gf),  let‐60(gf),  lin‐45(gf)  mutánsok 
multivulva  (Muv)  fenotípusát  is  szuppresszálta  (3.  táblázat).  Az  ndk‐1(ok314)  mutáció 




az  aktivált  szomatikus  MAPK  szint  is  alacsonyabb  (30.  ábra),  összhangban  azokkal  a 
megfigyeléseinkkel,  amelyek  szerint 1. az ndk‐1(‐)  állatok gonádjában nincsen  aktivált MAPK, 
illetve 2. az ivarsejtek nem jutnak el a meiotikus fázisig (24. ábra), amikor elkezdenének MAPK‐t 
termelni. Összességében tehát megállapíthatjuk, hogy az NDK‐1 szükséges a szomatikus MAPK 








hez  hasonló  MAPK  szignalizáció  modulátorokat  felfedezzük  és  karakterizáljuk,  mégha 
önmagukban csak nagyon enyhe fenotípusokat  is okoznak, mint pl. a SUR‐6/PP2A vagy a PAR‐
1/C‐TAK1 (Sieburth és mtsai., 1999; Hurd és Kemphues, 2003; Yoder és mtsai., 2004). 
Tekintettel  arra,  hogy  számos  különböző  folyamat  irányításában  részt  vesznek  a 
nukleozid‐difoszfát  kinázok,  nem  meglepő,  hogy  az  NDK‐1  a  nematódában  is  szerteágazó 
szereppel  rendelkezik.  Azon  túl,  hogy  a  Ras/MAPK  jelátvitelt módosítja,  hat  a  vulvafejlődés 
későbbi  szakaszaiban  is,  mint  pl.  a  vulvasejtsorsok  kialakításában.  Az  NDK‐1  expresszióját 
ugyanis késői L3 lárvastádiumtól folyamatosan észleltük, akkor is, amikor a VPC leszármazottak 
elköteleződtek  valamelyik  sejtsors  irányába.  Az  ndk‐1(‐)  mutánsok  2⁰  sejtsorsait  érintő 
elváltozások  (28.  ábra)  miatt  felmerült,  hogy  esetleg  az  NDK‐1  a  LIN‐12/Notch  laterális 
szignalizáció  (ld. még:  II.7.3.  fejezet)  tagjaként  is hatással  lehet a vulva  fejlődésére, ugyanis a 





az  ivarsejtek  osztódása  során  a  meiotikus  fázisba  való  belépéshez  csak  a  KSR‐2  szükséges 
(Ohmachi és mtsai., 2002). Az ndk‐1 és a ksr paralógok a Ras/MAPK útvonal egyazon szintjén 
hatnak és mind a MAPK aktivációért  felelősek, ezért ndk‐1(‐);ksr‐1(‐) és ndk‐1(‐)ksr‐2(‐) kettős 
mutánsokat  hoztunk  létre,  hogy  megvizsgáljuk  a  lehetséges  genetikai  kölcsönhatásokat.  Az 




ndk‐1(‐)/+  ksr‐2(‐)  hermafroditák  között  pedig  a  Clr  és  Con  (ld.  VI.2.3.)  fenotípusok  váltak 
kifejezettebbé,  továbbá  az embrionális  letalitás  is megnőtt. A homozigóta ndk‐1(‐) mutánsok 
embrióletalitása  (50%)  ksr‐2 mutáns háttérben 100%‐ra emelkedett. A Clr  fenotípus  fokozott 
megjelenése a ndk‐1(ok314)/+ ksr‐2(dx27) állatok között azért meglepő, mert ezt a fenotípust 
eddig  csak  hiperaktív  (és  nem  csökkent)  Ras  szignalizációhoz  kötötték.  Jelenlegi  ismereteink 




10%‐os  penetranciával  megjelenő  Clr  fenotípus  és  a  ksr‐2  háttérben  tapasztalható 
fokozódásának oka további vizsgálatokat igényel.  
A humán NM23‐H1 és KSR‐1  fizikai kölcsönhatását  többféle sejtvonalban  is kimutatták 
(Hartsough  és  mtsai.,  2002;  Salerno  és  mtsai.,  2005;  Tso  és  mtsai.,  2013).  Ezekben  a 
sejtvonalakban  az  nm23‐H1  túlzott mértékű  expressziója  az  aktivált MAPK  szint  csökkenését 
okozta. Egy másik vizsgálat szerint az NM23‐H2 gátolja az ERK útvonalat (Lee és mtsai., 2009). 
Munkám  során –  in  vivo először –  igazoltam, hogy az NDK‐1 a KSR‐ek  szintjén befolyásolja a 
Ras/MAPK  jelátvitelt.  Ellentétben  azonban  a  korábbi  emlős  sejtvonalakon  végzett  kutatások 
eredményeivel, mi  azt  találtuk,  hogy  az NDK‐1  aktiváló,  és  nem  gátló  hatással  van  a MAPK 
szignalizációra. Tekintettel arra, hogy az NDK‐1 közvetlen fizikai kapcsolatba  lép a KSR‐2‐vel és 
valószínűleg  a  KSR‐1‐gyel  is,  azt  tartjuk  valószínűnek,  hogy  az  emlős  sejtekhez  hasonlóan  az 
NDK‐1  is  a  KSR  állványfehérjék  foszforilálásával  módosítja  azok  funkcióját.  Ez  a  módosítás 
megváltoztaja a KSR‐ek aktivitását, de azok működéséhez nem szükséges teljes mértékben. Az 
ndk‐1(ok314) mutáció  hatására  ugyanis  csak mérsékelten  csökkent  le  a  szomatikus  aktivált 
MAPK szint, csakúgy, mint a Ras útvonal funkciónyeréses mutáns háttereiben a vulvaindukció. 
A  KSR‐ek  lokalizációját  számos  fehérje  együttes  kölcsönhatása  határozza  meg, 
foszforilációs  és  defoszforilációs  lépéseken  keresztül.  Az  aktív  KSR1  a  plazmamebránhoz 
kapcsolódik, de  inaktív állapotában a citoplazmában található (Ory és mtsai., 2003). Korábban 
már kimutatták, hogy az egér KSR1 14‐3‐3 kötőhelyei (Ser297 és Ser392) fontosak az emlős KSR‐
ek  szabályzásában  (Müller  és mtsai.,  2001). Nyugvó  sejtekben  a  Ser297  és  Ser392  aminósav 
oldalláncok foszforiláltak (a számozás az egér KSR1 szekvenciája alapján értelmezendő), a 14‐3‐










Ugyan  a  nematódában  is megtalálhatóak  KSR  aktiválók  és  gátlók  (pl.  SUR‐6/PP2A  és  C‐TAK‐
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1/PAR‐1), de nem  tudjuk, hogy  foszforiláció/defoszforiláció által hatnak‐e, és ha  igen, milyen 





csak  a  KSR‐ekben  található meg  és  Drosophilában  a  Raf  kötéséért  felelős  (Roy  és  Therrien, 
2002). A KSR1‐et katalitikus aktivitás nélküli pszeudokináznak gondolják. Az utóbbi időben egyre 
többet  tudunk  meg  a  KSR‐ek  szerepéről  a  Raf  aktivációjában.  Az  emlősökben  három  Raf 
izoformát tudunk elkülöníteni (A‐Raf, B‐Raf és C‐Raf). Úgy tűnik, hogy a Raf aktivációban kulcs 
szerepe van a dimerizációnak (Hu és mtsai., 2013), ami jellemzően aszimmetrikus, és a KSR‐ek is 
részt  vehetnek benne. C. elegansban ugyanakkor  csak egyetlen B‐Raf homológ  van, a  LIN‐45 
(Sundaram,  2013),  így  a  Raf  aktivációhoz  vezető  dimert  Raf/Raf  vagy  Raf/KSR  képezheti.  Ez 
magyarázatul  szolgálhat  arra,  hogy miért  esszenciálisak  nematódában  a  KSR‐ek  (Ohmachi  és 
mtsai.,  2002),  nélkülük  ugyanis  nincsen MAPK  aktiváció  az  állatban  (ellentétben  például  az 
egérben  megfigyeltekkel;  Nguyen  és  mtsai.,  2002).  Összességében  még  mindig  vannak 
kétségeink a KSR‐ek katalitikus aktivitását illetően, de az biztos, hogy fontos módosító faktorai a 
MAPK útvonalnak. Az, hogy az NM23 ortológ emlőssel ellentétesnek látszó hatását mutattuk ki 
C.  elegansban  (NDK‐1  hiánya  csökkent  MAPK  szinthez  vezet  vs.  nm23‐H1  overexpresziója 
gátolta  a  Ras/MAPK  útvonalat),  könnyen  lehet,  hogy  a  KSR‐ek  és  Raf  emlős  és  nematóda 
szabályzásának  különbségeiből  adódnak.  Azonban  ennek  kiderítéséhez  további  molekuláris 
vizsgálatok szükségesek. 
Az  NDK‐1  vulvafejlődésre  gyakorolt  hatása  után  azt  kezdtük  el  vizsgálni,  hogy  vajon 
hogyan befolyásolja a sejtmigrációt. Az  I. csoport nukleozid‐difoszfát kinázait a sejtmigráció és 
sejtmotilitás  negatív  regulátoraiként  tartják  számon.  Azért,  hogy  az  egyetlen  I  csoportos 
nematóda ortológ, az NDK‐1 szerepét tanulmányozzuk a sejtmigrációban, overexpresszáltattuk 
mind az NDK‐1‐et, mind az NM23‐H1‐et és H2‐t a MDA‐MB‐231T adenokarcinóma sejtvonalban. 
Hasonlóan  a  humán  megfelelőihez,  az  NDK‐1  is  szuppresszálta  az  MDA‐MB‐231T  sejtek 
vándorlási képességét  (34. ábra). Ez az eredményünk azt mutatja, hogy az NDK‐1 evolúciósan 






kifejeződik  a  DTC‐kben.  Részletes  elemzésünk  során  feltártuk,  hogy  az  ndk‐1(‐)  mutáció 
hatására  ugyan  sokféle  DTC  migrációs  fenotípust  látunk,  de  minden  esetben  kevesebbet 
vándorolnak, mint  a  vad  típusú  állatokban  (35.  ábra).  A  legnagyobb  penetranciával  a  DTC 
migráció harmadik (dorzális) fázisában (dorzális fázis magyarázatát ld.: 37. ábra) figyeltünk meg 
rendellenességeket, azaz a kanyar után megálltak a DTC‐k, mielőtt visszaértek volna a vulvához. 
Az  NDK‐1  overexpressziója  tehát  gátolta  az  invazív  adenokarcinóma  sejtek migrációs 
képességét,  de  nematódában  a  fehérje  hiányában  a  DTC‐k  rövidebb  (és  nem  hosszabb) 
útvonalat  jártak be a vad  típushoz képest. Ezek alapján elképzelhető, hogy az NDK‐1  szerepe 
szövet‐  és  környezetfüggő,  azaz  C.  elegansban  serkentő,  emberben  gátló  hatást  fejt  ki  a 
sejtmigrációra.  Ezt  támasztja  alá  egy  Dictyosteliumban  végzett  vizsgálat  is,  amelyben  azt 
mutatták  ki,  hogy  az  NDPK  az  adott  celluláris  környezettől  függő  módon  befolyásolja  a 
nyálkagomba növekedését. Azért, hogy  jobban megértsük ezt a  látszólagos ellentétet,  fontos 
lenne  C.  elegansban  is  overexpresszáltatni  az  NDK‐1‐et  és  kielemezni  az  eredményezett 
fenotípusokat. Egy hősokk promóter vezérelte konstrukciót már létrehoztam, de transzgenikus 
állatokat (még) nem sikerült előállítani vele. 
Korábban  az  nm23  géneket  és  az  integrin  szignalizációt  kapcsolatba  hozták  már 
egymással  (Perina  és mtsai.,  2011;  Fournier  és mtsai.,  2003; Miyamoto  és mtsai.,  2009).  C. 
elegansban  az  integrinek  a  DTC  migráció  harmadik/dorzális  fázisában  hatnak  (Reddien  és 
Horvitz, 2000; Lehmann, 2001), abban a fázisban, ahol az ndk‐1(ok314) mutánsokban a legtöbb 
zavart figyeltük meg (35. ábra), és amelynek során (L3 stádiumtól felnőttkorig, ld. 10. ábra) az 
NDK‐1::GFP expressziót  is észleltük  (36. ábra). Mindezen adatok arra  inspiráltak minket, hogy 
episztázis  analízist  végezzünk  az  integrin  receptort  is  magába  foglaló  CED‐10/Rac  útvonal 
génjeivel (vab‐3/Pax6, ina‐1/α‐integrin, unc‐73/Trio, mig‐2/RhoG, ced‐5/Dock180, ced‐12/Elmo, 
ced‐10/Rac),  illetve  a  CED‐10‐zel  párhuzamos  útvonal  tagjaival,  az  abl‐1/ABL  és  abi‐1/ABI 
génekkel. A CED‐10 útvonal mutánsainak nagy gonádja  van extra  kanyarokkal  (overmigrációs 
fenotípus). Az abl‐1 feltételezett null alléljai (ok171 és n1963) nem okoznak semmilyen látható 
gonádfenotípust  (Hurwitz  és  mtsai.,  2009).  Az  abi‐1(ok640)  mutánsok  30%‐ában  láttunk 
rendellenes gonádmorfológiát  (38. ábra és 5.  táblázat), amelyek közt az volt a  leggyakoribb, 












A DTC migráció és az apoptotikus  testek bekebelezése  (engulfment)  is a  citoszkeleton 
pontos  szabályzását  igényli,  hogy  a  migráló  illetve  bekebelező  sejt  felszínének megnyúlása 
megfelelő  legyen  (Wu  és Horvitz,  1998;  Reddien  és Horvitz,  2000; Hurwitz  és mtsai.,  2009). 







embriókban  is  (41.  ábra  és  6.  táblázat).  Mindemellett  azt  találtuk,  hogy  az  NDK‐1::GFP 
kifejeződik a sheath sejtekben is (23. és 40. ábra). Ezek alapján azt a következtetést vontuk le, 
hogy  az  NDK‐1  részt  vesz  az  apoptotikus  testek  (corpsok)  bekebelezésének  irányításában. 
Ahhoz,  hogy  ennek  mikéntjét  pontosabban  meghatározzuk,  további  vizsgálatok  lennének 
szükségesek,  például  tanulmányozni  kellene  az  ndk‐1(‐)  mutánsokban  a  corpsok 
perzisztenciáját, azaz, hogy mennyi ideig maradnak fenn kialakulásuk után. 
Kiindulva a DTC migráció során abi‐1 és ndk‐1 között megfigyelt genetikai kölcsönhatásból, 
továbbá,  hogy  az  ndk‐1  valószínűsíthetően  a  ced‐10‐től  downstream  funkcionál  ebben  a 





míg  az  ndk‐1(‐);ced‐10(‐)  kettős mutánsok  a  ced‐10(‐)  egyszeres mutánsokhoz  hasonlítanak. 
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Ezek  az  eredmények  azt  sugallják,  hogy  az  ndk‐1  párhuzamosan  hat  az  abi‐1‐hez  képest  és 
downstream a ced‐10‐től az apoptotikus engulfment során (43. ábra). 
Megvizsgáltuk  továbbá  az  ndk‐1  és  a CED‐1  útvonal  downstream  tagja,  a  dyn‐1/dynamin 
közötti feltételezett kölcsönhatást is. A CED‐1 útvonal a DTC migrációra úgy tűnik nincs hatással, 
de  az  apoptotikus  engulfment  fontos  szabályozó  elemeit  foglalja magában, melyek  feladata, 
hogy  membránt  toborozzanak  a  bekebelező  sejtben,  hogy  az  képes  legyen  körülölelni  a 
pusztuló sejtet. A DYN‐1 ebben a folyamatban a vezikulumok szállítását szervezi. A Dynamin és 
a NDPK‐ok  kölcsönhatása már  több modellszervezetben  is  ismert  (Krishnan  és mtsai.,  2001; 
Baillat  és mtsai.,  2002;  Dammai  és mtsai.,  2003;  Yu  és mtsai.,  2006;  Nallamothu  és mtsai., 
2009), a membrán  toborzása során elképzelhető, hogy az nm23 géncsalád  tagjai a nukleozid‐
difoszfát kináz aktivitásukkal szolgáltatnak energiát a Dynamin ortológok számára. Az ndk‐1(‐) 
és  dyn‐1(‐)  egyszeres  mutánsokban  fenotípusos  hasonlóságot  azonosítottunk,  méghozzá 
tartósan  jelenlévő  apoptotikus  testekkel  párosuló  késői  embrióletalitást  (42.  ábra).  A  kettős 
mutáns  analízis  rávilágított  arra,  hogy  az  ndk‐1(ok314);dyn‐1(ky51)  állatok  nem  életképesek, 
genetikai kölcsönhatásra utalva a két gén között (7. táblázat). 
Összességében tehát eredményeinkből azt a következtetést vontuk  le, hogy az engulfment 
és  a  DTC  migráció  folyamatában  az  NDK‐1  a  CED‐10‐től  downstream,  míg  az  ABI‐1‐gyel 
párhuzamosan  hat.  Továbbá,  kimutattuk  az  ndk‐1  és  a  dyn‐1/dynamin  közötti  genetikai 
kölcsönhatást  is,  ami  felveti  annak  a  lehetőségét,  hogy  az NDK‐1  esetleg  konvergáló  pontot 
képez a CED‐1 és CED‐10 útvonalak között (43. ábra). Érdekes módon ugyanis az ndk‐1(‐);ced‐
10(‐)  kettős mutáns  embriók  10%‐ában megnövekedett  számú  apoptotikus  testet  észleltünk 
(habár a kettős mutánsok 90%‐ában a ced‐10(‐) egyszeres mutánsokra  jellemző corps számot 
mértünk  és  fontos megjegyezni,  hogy  a  ced‐10  n1993  allélja  csak  részleges  funkcióvesztéses 
allél, mivel a gén null alléljai  letálisak (Lundquist és mtsai., 2001)). A két útvonal konvergálása 
megmagyarázná  ezt  az ndk‐1(‐);ced‐10(‐)  kettős mutánsokban  talált  részleges  additivitást. Az 
útvonalak összefutását erősíti az a megfigyelés is, miszerint a dyn‐1 csendesítése DTC migrációs 
fenotípust eredményez (Cram és mtsai., 2006), habár a CED‐1 útvonalról úgy tartják, hogy nincs 













hat  a  DTC  migráció  és  az  apoptotikus  engulfment  folyamatának  szabályzásában,  továbbá 
genetikai  kölcsönhatást mutat  a  dyn‐1‐gyel.  Ezek  az  adatok  talán  segítenek megérteni,  hogy 
miként befolyásolja  az NDK‐1  a  sejtváz átrendeződését. Habár  a NDPK‐okat már  korábban  is 
kapcsolatba hozták a fagocitózissal különböző szervezetekben (Sun és mtsai., 2010; Annesley és 




már  (5.  ábra;  Horak  és  mtsai.,  2008).  Kísérleteinkkel  megerősítettük  a  sejtmigrációban 
azonosított  szerepét. Drosophilaban  az Awd/NM23  a  trachea  és  border  sejtek  vándorlását  a 
Shibire/Dynamin  fehérjével  közreműködve  növekedési  faktor  receptorok  internalizációján 
keresztül befolyásolja  (Nallamothu és mtsai., 2009;  ld.:  II.4.2.a  fejezet). Elképzelhető, hogy C. 
elegansban is érvényesülhet hasonló mechanizmus, mert a dynamin/NDPK genetikai interakciót 
ebben a modell organizmusban  is ki  tudtuk mutatni. Eredményeink alapján úgy  tűnik, hogy a 
nematódában  az  ndk‐1/nm23  a  DTC  migráció  során  szerepet  játszik  a  citoszkeleton 
átrendeződésében a CED‐10 útvonalra gyakorolt hatásán keresztül.  
A  metasztázis  szuppresszor  gének  (MSG‐k)  egy  része  képes  a  mikrometasztázisokat 
nyugalmi állapotban  tartani. Azonban ez  csak egy egyensúlyi állapot, ami ha  felborul, ezek a 
nyugvó  mikrometasztázisok  kolonizációnak  indulnak.  Ez  attól  függ,  hogy  a  proliferációs  és 
apoptotikus  szignálok mérlege merre billen  (Horak és mtsai., 2008). A proliferációs  szignálok 
túlsúlya  és  az  apoptotikus  szignálok  hiánya  (vagy  alacsonyabb  volta)  is  a  daganat  terjedését 
okozhatja (Hanahan és Weinberg, 2011). Hiába megfelelő mértékű azonban az apoptózis, ha az 
elpusztult  sejtek  eltakarítása  nem  történik meg,  az  gyulladáshoz  vezethet  (Elliott  és mtsai., 
2010), ami szintén a tumor progressziójának kedvez (Hanahan és Weinberg, 2011). Azzal, hogy 






Ezek  alapján  valószínűsíthető,  hogy  az  NDK‐1  a metasztázis  több  fázisában  (metasztázis 
fázisait  ld.: 2. és 5. ábra)  is fontos regulátor. Összefoglalva tehát 1. az NM23‐H1 a proliferáció 
szabályzásban  is  részt  vevő  Ras/MAPK  szignalizációra  gátló  hatást  fejt  ki  (a  nematódában 
tapasztalt látszólagos ellentétes hatás oka valószínűleg a KSR‐ek szabályzásában keresendő), 2. 
az  NDK‐1  overexpressziója  megakadályozta  az  invazív  emlős  adenokarcinóma  sejtek 
vándorlását, továbbá 3. NDK‐1 hiányában az apoptotikus engulfment nem elég hatékony. Ez a 
gén tehát több ponton is beleszólhat a tumor progresszióját befolyásoló proliferáció‐apoptózis 
egyensúly  alakulásába,  melyből  az  apoptotikus  engulfment  szabályozását  mi  mutattuk  ki 







Az  nm23  (non‐metastatic)  géncsalád  tagjai  számos  folyamatot  –  köztük  sejtmigrációt, 
proliferációt  és  differenciációt  –  szabályoznak,  azonban  a  háttérben  húzódó  molekuláris 
mechanizmusokról  még  mindig  keveset  tudunk.  Doktori  munkám  célja  az  nm23  biológiai 
funkcióinak  jobb megértése  volt,  az  nm23‐H1/H2  C.  elegans  ortológjának,  az  ndk‐1  génnek 
szerepét vizsgálva az egyedfejlődés különböző folyamataiban. 
Elsőként  az  ndk‐1  Ras/MAPK  (mitogen‐activated  protein  kinase)  útvonalban  betöltött 
szerepét elemeztük. Az ndk‐1 null mutánsoknak  kitüremkedő  vulvájuk  van  (protruding  vulva, 
Pvl) és bennük az elsődleges és másodlagos vulvasejtvonalak is abnormálisan alakulnak ki. ndk‐
1(‐) nematódákban a szomatikus aktivált MAPK szintje a vad típusú állatokhoz képest jelentősen 
alacsonyabb. A  vulvaindukciós  rendszerben  végzett  episztázis  analízisünk  alapján  az NDK‐1  a 
LIN‐45/Raf‐tól downstream, míg a MPK‐1/MAPK‐tól upstream hat, a KSR (kinase suppressors of 
ras)  állványfehérjék  fehérjék  szintjén.  In  vivo  először  igazoltuk,  hogy  az NDK‐1  a  KSR1/2‐vel 
kölcsönhatva befolyásolja a Ras/MAPK  jelátvitelt. A  fonálféreg vulvafejlődése  során az NDK‐1 
szükséges a Ras/MAPK jelátvitel teljes aktiválásához. 
További kísérleteinkben a pleiotróp hatású ndk‐1 gén szerepét a gonád disztális csúcsi 
sejtjeinek  (distal  tip  cell,  DTC)  vándorlásában  vizsgáltuk.  A  DTC migráció  dorzális  fázisában 
kulcsszerepet  töltenek  be  az  integrin  jelátvitel  génjei.  Fenotípusos  elemzésünk  során  azt 
találtuk,  hogy  az  ndk‐1(‐)  mutánsok  csökkent  DTC  migrációt  mutatnak,  és  migrációjuk 
legtöbbször a dorzális  fázisban  reked meg. Az  integrin útvonal mutánsaival végzett episztázis 
analízis  alapján  valószínűsítettük,  hogy  az NDK‐1  a  CED‐10/Rac‐tól  downstream  funkcionál  a 
disztális csúcsi sejtek vándorlásában. 
A DTC migráció és az apoptotikus testek bekebelezése (engulfment) analóg folyamatok, 
mindkettőt  részben  a  CED‐10  útvonal  szabályozza.  Kimutattuk,  hogy  az  ndk‐1 mutánsokban 
felhalmozódnak  az  apoptotikus  testek,  és  az  NDK‐1  expresszálódik  a  gonád  apoptózissal 
elpusztuló csírasejtjeinek eltávolításáért felelős hüvelysejtjeiben. Az apoptotikus fenotípusokon 
alapuló  episztázis  elemzésünk  megerősítette  az  ndk‐1  helyzetét  a  ced‐10‐től  downstream. 
Továbbá genetikai kölcsönhatást figyeltünk meg az NDK‐1 és az engulfment során a membrán 
átrendeződésekben  fontos  szerepet  játszó  DYN‐1/dynamin  között,  ami  a  CED‐10‐hez  képest 
párhuzamos útvonalban hat. Összességében egy új kontextusban értelmeztük az NDK‐1/NM23 













and  2⁰  vulval  cell  fate  specification  through  the  Ras/MAPK  cascade.  ndk‐1(‐) mutant worms 




that  NDK‐1  enhancing  the  level  of  Ras/MAPK  signaling  by modulating  KSR  activity  through 
direct physical interaction. 
Next, we investigated the function of pleiotropic NDK‐1 in distal tip cell (DTC) migration. 
Dorsal  phase  of  DTC migration  is  regulated  by  integrin mediated  signaling.  Lack  of  NDK‐1 
activity  resulted  in  early  cessation  of migration  in  the  dorsal  phase  in most  of  the  cases. 
Epistasis analysis using mutants of  the  integrin‐mediated signaling placed NDK‐1 downstream 
of CED‐10/Rac in DTC migration. 




in  germ  line,  which  indicates  a  role  for  NDK‐1  in  apoptotic  corpse  removal.  Our  epistasis 
analysis based on the phenotype of engulfment defects confirmed that ndk‐1 acts downstream 
of  ced‐10.  In  addition,  NDK‐1  shows  a  genetic  interaction with  DYN‐1/dynamin.  DYN‐1  is  a 
downstream  component  of  a  pathway  which  is  paralel  to  the  CED‐10  pathway  and  is 
responsible  for  mebrane  trafficking  during  engulfment.  In  summary,  we  identified  a  new 
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